Regulación de la expresión del gen homeodominio ALX3 y sus implicaciones en la generación de malformaciones congénitas asociadas a la embriopatía diabética by García Sanz, Patricia


































	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  






















































































































Alx3  is  a  homeodomain  transcription  factor  that  belongs  to  a  subfamily  of proteins  characterized  by  the  presence  of  an  aristaless  domain.  During  embryonic development  it  is  expressed  in  the  cranial  mesenchyme  and  is  involved  in  the mechanisms that regulate the closure of the cranial neural tube. A proportion of Alx3 deficient  mouse  embryos  exhibit  cranial  neural  tube  closure  defects.  The  present study demonstrates  that  this defect  is  associated with an  increase  in  the number of apoptotic  cells  in  the  craniofacial  mesenchyme  leading  to  a  decrease  in  cellular density.  It  is  known  that  the  periconceptional  administration  of  folic  acid  reduces  the incidence  of  congenital  malformations,  but  the  mechanisms  responsible  for  this preventive effect remain unknown. Results described in this thesis show that Alx3 gene expression is specifically dependent on the availability of adequate levels of folic acid 
in vivo. Studies have been  carried out  in order  to  identify  regulatory elements  in  the 
Alx3  promoter  involved  in  the  control  of  its  expression.  These  studies  led  to  the finding of elements  that bind bHLH  transcription  factors. We demonstrated  that  the transcription  factors  Twist,  E47,  USF1  and  USF2  cooperate  in  the  transcriptional regulation  of  Alx3  through  their  binding  to  two  E  boxes  located  in  the  proximal promoter. On  the other hand, we demonstrate  that  Alx3  deficiency  increases  the  risk of embryonic  malformations  in  gestational  diabetes.  Alx3  is  involved  in  the  defence mechanisms  against  oxidative  stress  that  are  affected  in  diabetic  embryopathy.  The increase  in  the  embryonic  vulnerability  to  maternal  hyperglycaemia  due  to  lack  of 








































































































































































































































El  grado  de  similitud  de  la  secuencia  de  los  homeodominios  proporciona  las bases  para  clasificar  a  estos  factores  en  diferentes  clases.  La  clase  paired  está constituida  por  un  grupo  de  factores  de  transcripción  codificados  por  genes  que desempeñan funciones importantes durante el desarrollo embrionario. Las proteínas de  esta  clase  se  caracterizan  por  la  presencia  de  un  homeodominio  homólogo  al codificado por el gen paired de Drosophila. Estas proteínas se unen  al DNA de manera óptima  formando homo o heterodímeros que  reconocen  elementos  específicos  cuya secuencia está constituida por dos motivos 5´‐TAAT‐3´ separados por tres nucleótidos (TAATNNNATTA)  (Wilson  et  al.,  1993;  Qu  et  al.,  1999;  Tucker  y  Wisdom,  1999). Dentro de la clase paired, Alx3 se incluye en un subgrupo de factores de transcripción caracterizados  por  la  presencia  en  la  región  carboxi‐terminal  de  un  dominio conservado conocido como OAR o dominio aristaless  (Figura 1C). Este grupo incluye los factores Prx1 y Prx2 (ten Berge et al., 1998; Lu et al., 1999), Alx3 (ten Berge et al., 1998), Alx4 (Qu et al., 1998) y Cart1 (Zhao et al., 1993).  
1.1.2. Patrón de expresión. 
 Los genes de la familia aristaless exhiben patrones de expresión superpuestos durante  el  desarrollo  embrionario  en  regiones  que  incluyen  el mesénquima  craneal derivado  de  la  cresta  neural,  los  arcos  branquiales,  el  mesodermo  lateral  y  el primordio de las extremidades. En embriones de ratón Alx3 se expresa a partir del día 8  de  gestación  (E8.0).  En  este  estadio  también  se  expresa  en  la  región  próxima  al primordio de la cola y en la membrana alantoidea (ten Berge et al., 1998), estructura crítica para el desarrollo temprano (Inman y Downs, 2007). Entre E9.0 y E9.5 se observa un marcado cambio en el patrón de expresión de 







en  el  mesénquima  derivado  de  la  cresta  neural  en  el  proceso  nasal,  en  ambas mandíbulas  en  desarrollo  y  en  la  parte  distal  de  la  lengua  (ten  Berge  et  al.,  1998; Manley et al., 2001). A  partir  de  E9.5,  Alx3  se  expresa  en  el  mesénquima  del  primordio  de  las extremidades, que en este estadio ya han comenzado a formarse.  
 
1.1.3. Funciones. 
 Se ha podido demostrar que los genes  de la familia aristaless regulan procesos importantes durante el desarrollo embrionario. En concreto, Alx3, Alx4 y Cart1 están altamente  relacionados entre  sí  y, de hecho,  comparten ciertas  funciones durante  la morfogénesis en el ratón. 
Alx3  está  implicado  en  el  desarrollo  de  estructuras  óseas  craneofaciales.  En humanos  se  han  descrito mutaciones  del  gen ALX3  como  la  causa  de  una  displasia frontonasal de tipo 1 denominada frontorrinia, malformación congénita hereditaria de carácter  recesivo  derivada  de  un  desarrollo  facial  anómalo  (Twigg  et  al.,  2009).  Su cuadro  clínico  es  variable,  pero  en  la  mayoría  de  los  casos  incluye  hipertelorismo, puente  nasal  ancho,  crestas  nasales  cortas  y  punta  de  la  nariz  bífida  (Twigg  et  al., 2009).  Por  otro  lado,  en  humanos  se  ha  encontrado  una  asociación  genética  entre 







et al., 1998), características fenotípicas similares a las de los pacientes que presentan una mutación en ALX4 (Kayserili et al., 2009).   Curiosamente,  Alx3  fue  identificado  por  primera  vez  como  un  fragmento expresado  en  la  línea  celular  de  insulinoma  HIT‐T15  en  un  estudio  diseñado  para detectar  posibles  factores  de  transcripción  importantes  para  el  desarrollo  y/o  la función  de  las  células  β  pancreáticas  (Rudnick  et  al.,  1994).  Posteriormente,  se  ha demostrado su expresión en células de los islotes pancreáticos en ratones adultos y su papel como regulador de la expresión de genes esenciales para la función pancreática, como los que codifican el glucagón, la glucoquinasa y la insulina (Mirasierra y Vallejo, 2006; Mirasierra et al., 2011). Además, la carencia de Alx3 en ratones adultos produce una reducción de tamaño de los islotes pancreáticos, un descenso en el contenido de insulina y glucoquinasa y un  incremento de  la apoptosis alterando, de esta  forma, el funcionamiento  de  las  células  del  islote  y  comprometiendo  su  viabilidad.  Todo  esto termina conduciendo a un  fallo en el  control de  la homeostasis de  la glucosa que se manifiesta  como  una  diabetes  moderada  y  una  resistencia  a  insulina  en  animales maduros (Mirasierra et al., 2011). 
 
1.1.4. Regulación de Alx3 por ácido fólico. 







de genes que están implicados en el cierre del tubo neural. Los  factores de  transcripción Alx3  y Cart1  están muy  relacionados  entre  sí  y además se expresan en las mismas regiones durante el desarrollo embrionario. En el ratón, la deficiencia de cada uno de ellos causa defectos del cierre del tubo neural, por lo tanto Alx3 y Cart1 están directamente implicados en los mecanismos que regulan el cierre del tubo neural. En trabajos anteriores  llevados a cabo en nuestro  laboratorio se  demostró  que  el  ácido  fólico  induce  la  expresión  de  Alx3  in  vitro  y  su  carencia durante el desarrollo temprano impide la expresión de Alx3 conduciendo a un exceso de muerte celular en la región anterior de  la cabeza y como consecuencia a defectos del cierre del tubo neural (Lakhwani et al., 2010). Sin embargo, la expresión de Cart1 no está inducida por el ácido fólico (Lakhwani et al., 2010). Todo esto sugiere que para que  el  ácido  fólico  prevenga  los  defectos  del  cierre  del  tubo  neural  en  los  ratones carentes de Cart1 es necesaria la inducción de la expresión Alx3.  A pesar del demostrado papel preventivo del ácido fólico, alrededor de un 30% de  los  defectos  del  cierre  del  tubo  neural  en  humanos  son  resistentes  a  su suplementación (Czeizel y Dudas, 1992). Por  lo tanto, es posible que un conjunto de defectos  del  cierre  del  tubo  neural  se  deba  a  alteraciones  en  genes  cuya  expresión depende  de  la  presencia  de  ácido  fólico,  explicándose  así  la  incapacidad  de  esta vitamina  para  prevenir  el  cierre  anormal  de  tubo  neural.  Esto  explica  el  que  los defectos  del  cierre  del  tubo  neural  que  aparecen  en  los  embriones  Alx3­/­  sean resistentes al ácido fólico (Lakhwani et al., 2010). 























Aunque durante un embarazo normal se produce una relativa intolerancia a la glucosa,  solo  en  un  4%  de  las  mujeres  gestantes  sin  historia  previa  de  padecer  la enfermedad se desarrolla diabetes gestacional,  la cual se define como un proceso de resistencia  de  insulina  que  aparece  alrededor  de  la  semana  28  de  gestación.  A diferencia  de  los  embarazos  en  mujeres  previamente  diabéticas,  no  se  producen malformaciones  estructurales  porque  se  desarrolla  después  del  periodo  de  la organogénesis  (Freinkel,  1980; Metzger  et  al.,  2007).  Sin  embargo  algunos  estudios han observado un incremento de estos defectos congénitos, pero lo más probable es que  se  trate  de  mujeres  con  diabetes  tipo  II  no  diagnosticada  antes  del  embarazo (Aberg et al., 2001; Farrell et al., 2002). Las  mujeres  con  diabetes  tipo  I  o  II,  así  como  las  que  desarrollan  diabetes gestacional pueden presentar durante la gestación una serie de problemas o riesgos. En  concreto,  las  principales  complicaciones  obstétricas  son  la  muerte  fetal intrauterina y un excesivo  crecimiento  fetal  como consecuencia de hiperinsulinismo que puede conducir a macrosomía (recién nacidos de tamaño grande) y por lo tanto a partos  traumáticos.  Además  en  estos  neonatos  pueden  aparecen  alteraciones metabólicas  como  hipocalcemia,  policitemia,  hiperbilirrubinemia,  así  como mortalidad en los recién nacidos por el síndrome de distrés respiratorio (Metzger et al., 2007). En  resumen,  a  pesar  de  que  otros  cambios  metabólicos  puedan  estar implicados  en  la  incidencia  de  malformaciones,  la  hiperglucémia  es  la  principal responsable de los efectos severos de la diabetes materna durante la embriogénesis. Por  lo  tanto,  comprender  los  mecanismos  moleculares  que  están  implicados  en  la embriopatía  diabética  podría  conducir  al  desarrollo  de  nuevas  estrategias  para prevenir estos defectos. 
 














reactivas de oxígeno que desencadenan estrés oxidativo (Yang et al., 1995; Yang et al., 1998;  Akazawa,  2005)  (Figura  2).  Este  estrés  oxidativo  puede  incrementar  la peroxidación lipídica (Wentzel et al., 1999; Akazawa, 2005), producir daño en el DNA y en el RNA,  inducir  la oxidación de proteínas y producir  la  inactivación de enzimas. Todo  ello  puede  desencadenar  un  daño  celular  masivo  que  se  manifiesta  como  un aumento  de  la  apoptosis  en  el  embrión  que  tiene  como  consecuencia  un  desarrollo embrionario defectuoso (Eriksson y Borg, 1993; Fine et al., 1999; Zangen et al., 2002; Eriksson et al., 2003).           
Figura  2.  Estrés  oxidativo  en  el  tejido  embrionario  a  causa  de  la  hiperglucemia  materna. Durante  la  hiperglucemia,  el  aporte  incrementado  de  glucosa  a  los  tejidos  embrionarios  hace  que aumente su metabolismo oxidativo con un consumo más rápido de oxígeno. En estas condiciones se estimula la producción mitocondrial de especies reactivas de oxígeno (O2–, H2O2 , OH– y ONOO–) por acción de  los complejos  I y  II de  la  cadena respiratoria  llevando a un estado de estrés oxidativo si estos radicales libres no son destruidos por los mecanismos embrionarios de defensa antioxidante.  
 
1.3. Factores de transcripción bHLH. 







proteínas  HLH  forman  homo  o  heterodímeros,  lo  cual  es  esencial  para  su  función reguladora de la transcripción (Murre et al., 1989). En el proceso de dimerización, las hélices  H2  interaccionan  entre  sí  formando  un  núcleo  hidrofóbico  (Shirakata  et  al., 1993; Goldfarb et al., 1998).           
       Adicionalmente,  la  mayor  parte  de  esas  proteínas  tienen  una  región  básica adyacente  al  motivo  HLH  en  el  extremo  N‐terminal  de  la  hélice  H1,  que  media  su unión al DNA, y de ahí su denominación como bHLH (Davis et al., 1990; Voronova y Baltimore, 1990). Los sitios consenso de unión más frecuentes de estas proteínas son las  cajas  E  (CANNTG),  presentes  en  los  promotores  de  numerosos  genes.  Estudios cristalográficos  han  determinado  que  cada  monómero  bHLH  interacciona  con  una mitad de  la caja E, mediante el contacto del dominio básico con  la hendidura mayor del DNA (Figura 3) pudiendo estar también implicados residuos adicionales situados en el lazo y en la segunda hélice del dominio HLH (Ellenberger et al., 1994; Longo et al., 2008). Las  proteínas  HLH  se  han  clasificado  en  siete  clases  (I‐VII),  según  su distribución en los tejidos, su capacidad para formar dímeros y su especificidad en la unión al DNA (Massari y Murre, 2000; Jones, 2004) (Tabla 1). Las más abundantes son las pertenecientes a las clases I, II y V. Por su relación con el estudio llevado a cabo en la presente tesis, describiremos sólo tres de estas clases. 
Figura 3: Representación de un dímero 















formando  heterodímeros  con  factores  bHLH  de  la  clase  II,  aunque  también  son capaces  de  formar  homo  o  heterodímeros  entre  sí  (Massari  y  Murre,  2000).  Los factores de esta clase actúan normalmente como activadores  transcripcionales, pero también pueden actuar como represores, dependiendo de la proteína bHLH con la que dimericen y/o de su interacción con co‐represores o co‐activadores (Perez‐Moreno et al., 2001; Murayama et al., 2004; Goardon et al., 2006). La  Clase  II  está  constituida  por  factores  con  expresión  especifica  de  tejidos, como los factores miogénicos MyoD y miogenina (Weintraub et al., 1991; Hasty et al., 1993);  el  factor  neuronal  Mash1  (Guillemot  et  al.,  1993);  NeuroD,  involucrado  en desarrollo  neural  y  pancreático  (Wilson  et  al.,  2003);  y  Twist,  implicado  en  el desarrollo del mesodermo (Barnes y Firulli, 2009). Salvo excepciones, son  incapaces de  formar  homodímeros  y  heterodimerizan  preferiblemente  con  las  proteínas  de  la clase I (Massari y Murre, 2000). Por su parte, las proteínas de la clase III que incluyen a  factores transcripción como Myc, MITF, USF1 y USF2, se caracterizan por tener un motivo  cremallera  de  leucinas  (LZ,  del  inglés  Leucine‐Zipper)  adyacente  al  motivo bHLH (Hodgkinson et al., 1993; Bendall y Molloy, 1994; Luo y Sawadogo, 1996). Por  su  relación  con  el  trabajo  desarrollado  en  la  presente  tesis,  centraremos nuestra atención en los factores Twist, USF1 y USF2. 
 
1.3.2. Twist. 







embriogénesis  del  ratón  se  solapan  con  los  de  Twist1,  la  expresión  Twist2  sigue temporalmente a  la aparición de Twist1  (Wolf et al., 1991; Li  et al., 1995; Lee et al., 2000).  Las  proteínas Twist  tienen  la  capacidad  de  formar  tanto  homodímeros  como heterodímeros con otras proteínas bHLH. La selección de pareja para formar dímeros esta  modulada  en  parte  por  la  fosforilación  de  residuos  de  serina  y  treonina localizados en  la primera hélice α,  en el  sitio opuesto al dominio básico de unión al DNA (Firulli et al., 2003; Firulli et al., 2005; Firulli y Conway, 2008) (Figura 4).  Según  con  qué  otro  factor  forme  dímeros,  Twist  desempeña  diferentes funciones  biológicas  durante  el  desarrollo  (Castanon  y  Baylies,  2002),  pudiendo actuar como activador o como represor de la transcripción. Entre las posibles parejas de Twist se incluyen las proteínas E, con las que interacciona directamente a través de sus  dominios  bHLH  para  unirse  eficientemente  a  las  cajas  E  (Spicer  et  al.,  1996; Hamamori et al., 1997; Verzi et al., 2002).             























  Existen evidencias que indican que algunos de los genes de la familia aristaless (Alx3,  Alx4  y Cart1)  pueden  estar  regulados directamente por Twist.  Estos  genes  se expresan en varios tejidos embrionarios en los cuales también se expresa Twist (Zhao et al., 1996; Qu et al., 1997a; ten Berge et al., 1998; Beverdam y Meijlink, 2001; Loebel et al., 2002), y sus promotores contienen cajas E situadas en regiones conservadas que constituyen sitios potenciales de unión de Twist (Loebel et al., 2002). En  el  ratón,  se  ha  demostrado  que  la  expresión  de  Alx3,  Cart1  y  Alx4  está disminuida  en  los primordios de  las  extremidades y  en el mesénquima de  la  región anterior de  la cabeza de embriones carentes de Twist  (Loebel et al., 2002; Soo et al., 2002; Bildsoe et al., 2009). Los fenotipos de los ratones con mutaciones en los genes de la familia aristaless comparten características con el  fenotipo de  los que  tienen  inactivado Twist,  lo  cual sugiere que estos genes están relacionados funcionalmente. En el caso de Alx4, se ha determinado  que  su  expresión  es  necesaria  para  el  desarrollo  normal  de  las extremidades ya que  su  carencia desencadena  la  aparición de polidactilia  (Qu et  al., 1997b;  Qu  et  al.,  1998;  Takahashi  et  al.,  1998)  al  igual  que  ocurre  en  los  ratones 

































































































OBJETIVOS  La hipótesis planteada en la presente tesis doctoral es que la expresión de Alx3 depende de la presencia de niveles adecuados de ácido fólico y es importante para el correcto desarrollo embrionario durante la gestación transcurrida en condiciones de normo o hiperglucemia. Para evaluar esta hipótesis nos planteamos los siguientes objetivos:  1. Determinar  la  importancia de  la expresión de Alx3 en el mantenimiento de  la supervivencia  celular  del  mesénquima  craneofacial  durante  el  proceso  del cierre del tubo neural.  2. Determinar si la prevención de las malformaciones congénitas por ácido fólico durante el desarrollo embrionario está condicionada por la expresión del Alx3 





























































  Las  células  RC2.E10  constituyen  una  línea monoclonal  establecida  a  partir  de cultivos  primarios  de  corteza  cerebral  de  ratas  Sprague‐Dawley  de  16  días  de gestación  (Schwartz y Vallejo, 1998).  Se  cultivaron en medio RPMI 1640 carente de ácido fólico (Gibco) suplementado con suero fetal bovino (10%). El contenido de ácido fólico del suero se eliminó mediante tratamiento con la resina de intercambio iónico AG1‐X8 (Bio‐Rad) y con carbono activo, preparado en el servicio de Medios de Cultivo y  Esterilización  de  nuestro  instituto.  Para  prevenir  los  defectos  metabólicos  de  la deficiencia de ácido fólico, al medio de cultivo se le añadió glicina (200 µM), adenosina (100  µM)  y  timina  (10  µM)  (Sigma)  (Zhao  et  al.,  1998).  Igualmente,  se  añadieron penicilina/estreptomicina (1%) y fungizona (1%). Las células se incubaron a 33 ˚C en presencia de CO2 al 5 %.  
3.1.2. Hela, NIH3T3 y Min6. 
 
  La línea celular Hela está constituida por células derivadas de un tumor uterino humano, mientras que  la NIH3T3 esta  formada por  fibroblastos de  ratón Swiss NIH inmortalizados. Ambas se cultivaron a 37 ˚C en un atmósfera de CO2 al 5% utilizando medio DMEM (Gibco) suplementado con suero fetal bovino al 10%, fungizona (1%) y penicilina/estreptomicina (1%) (Gibco). La línea celular Min6 deriva de un insulinoma de ratón y se cultivó en las mismas condiciones salvo que el medio se suplementó con suero fetal bovino al 15% y β‐mercaptoetanol (70 µM). 
 
3.2. Plásmidos. 






oligonucleótidos utilizados fueron diseñados a partir de la secuencia disponible en la base de datos Ensembl  (http:www.ensembl.org/Mus_musculus),  y  se muestran en  la Tabla 2. 


































extremo  5´del  promotor  de  Alx3  en  el  plásmido  Alx202Luc.  Estos  fragmentos  se amplificaron  mediante  PCR  a  partir  de  un  cromosoma  artificial  bacteriano    (BAC mouse RP23, clone 4006; Invitrogen) y corresponden a regiones con un alto grado de conservación  de  su  secuencia  en  mamíferos,  que  denominamos  UPR1  a  UPR8 (Upstream Promotor Regions)  identificadas  usando  la  base  de  datos UCSC  Genome 
Bioinformatics database (http://genome.ucsc.edu) (Figura 6).          
Figura  6:  Representación  esquemática  de  los  diferentes  fragmentos  correspondientes  a  las  regiones conservadas (UPR) del gen Alx3.    Por último, se amplificó otra región que se localiza en el extremo 5´ del primer intrón de Alx3, cuya secuencia también presenta un alto grado de conservación entre especies y contiene una isla GpC. Este fragmento se introdujo en ambos sentidos en el sitio de restricción SalI situado en posición 3´ con respecto al gen de luciferasa en los plásmidos Alx202luc y Alx1506Luc (Figura 13). 
 






  PN3 (USF1): Contiene el cDNA completo de USF1 humano (43 kDa).   PN4 (USF2): Contiene el cDNA completo de USF2 de ratón (44 kDa).   PUSF1 (DN­USF): Expresa un inhibidor dominante negativo de USF1 y USF2 .  
3.3. Mutagénesis dirigida.    Las mutaciones  de  las  dos  cajas  E  presentes  en  el  plásmido Alx202Luc  fueron realizadas  con  el  sistema  QuikChange  II  Site­Direct  Mutagenesis  Kit  (Stratagene)  y comprobadas  mediante  secuenciación  del  DNA.  Los  plásmidos  generados  se denominaron  Alx202Eb1mLuc  y  Alx202Eb2mLuc.  A  continuación  se  relacionan  los oligonucleótidos  empleados  para  la  obtención  de  los  mutantes  (las  mutaciones incorporadas aparecen marcadas con negrita y subrayadas): 
 
  Ebox1-37mut:   5´-GATCCGGGCCGCCGCGGACGTGGA-3´ 























  En  caso  necesario  se  añadieron  oligonucleótidos  competidores  específicos  y mutantes  sin marcar en un exceso de 100 o 300 veces  la  concentración molar de  la sonda.  Finalmente,  las  muestras  se  resolvieron  en  un  gel  de  acrilamida  al  6%  y  la interacción DNA‐proteína se detectó mediante autoradiografía. 
 
3.6. Ensayos de inmunoprecipitación de cromatina (ChIP). 






ambiente durante 30 minutos. Tanto los complejos inmunoprecipitados como el input se  incubaron durante 16 horas a 65 ˚C en presencia de NaCl (0.2 M) para revertir  la unión  proteína‐DNA.  A  continuación,  las  muestras  se  incubaron  con  proteinasa  K (Sigma) durante 1h a 45 ˚C. El DNA se extrajo con fenol‐cloroformo, se precipitó con etanol en presencia de 2 μg de glicógeno a ‐20 ˚C durante 16 horas, se resuspendió en 10 μl de agua, y se empleó para la amplificación del fragmento del promotor de Alx3 comprendido entre los nucleótidos ‐202 a +88 que contiene dos cajas E. La secuencia de los oligonucleótidos utilizados es la siguiente:     AlxX202S:         5´-CACTCGAGGAGCCAAGGACTCACCCGAC-3´ 
 AlxHAS1:          5´-CAAAGCTTTGTGAGCCAAGGGGGAGGGA-3´ 
   La  sensibilidad  de  la  PCR  se  evaluó  con  diluciones  seriadas  del  input  y  las condiciones utilizadas  fueron: 95  ˚C durante 5 minutos, seguidos de 35 ciclos de: 30 segundos a 95 ˚C, 30 segundos a 65 ˚C y 1 minuto a 72 ˚C. Tras finalizar el último ciclo las muestras se mantuvieron durante 5 minutos a 72 ˚C.   
3.7. RT­PCR en células RC2.E10 .    Las células RC2.E10 se sembraron en placas de cultivo de 100 mm de diámetro a una  densidad  de  5  x  105  células  por  placa  y  se  mantuvieron  en  ausencia  de  ácido fólico,  o  se  trataron  con  ácido  fólico  (10  µM)  durante  24  horas,  transcurridas  las cuales se procedió a  la extracción del RNA total con TriReagent (Molecular Research Center).   A  continuación,  se  hibridó  1  µg  de  RNA  con  oligo‐(dT)15  y  se  incubó  con  la transcriptasa  inversa  del  virus  de  la  mieloblastosis  aviar  (AMV‐RT)  para  sintetizar cDNA. La amplificación por PCR a partir de los cDNAs obtenidos se llevó a cabo con la polimerasa Taq. Se utilizaron los siguientes oligonucleótidos:   
Nombre Oligonucleótido directo (5´-3´) Oligonucleótido inverso (5´-3´) 
r-Alx3 GGCATCCCCTCTCCATGTATG CAAAAGTGAGGCCAGACC 
r-Actina GACGATATGGAGAAGATTTGGCA CCATCTCTTGCTCGAAGTCTAGG 








   Se emplearon ratones silvestres (Alx3+/+) o carentes de Alx3  (Alx3­/­) de  la cepa híbrida C57BL/6 x FVB. Los ratones carentes de Alx3,  generados por recombinación homóloga,  fueron  proporcionados  por  el Dr.  Frits Meijlink  (Netherlands  Institute  of Developmental Biology, Utrecht, Holanda) (Beverdam y Meijlink, 2001).   Para  el  genotipado  de  los  ratones  utilizamos  el  kit  comercial  REDExtract­N­
AmpTMTissue PCR kit (Sigma). Los oligonucleótidos utilizados en las reacciones de PCR fueron los siguientes: 
 
Nombre Oligonucleótido directo (5´-3´) Oligonucleótido inverso (5´-3´) 
Alx3 GAGGCTCAAGAACAAGGAAGGA CTAGGAGCAGGTCAGAGCAGGAAG 
lacZ TCGAGCTGGGTAATAAGCGTTGGCAAT AGACCAACTGGTAATGGTAGCGAC    Las condiciones de PCR fueron: 95 ˚C durante 5 minutos, seguidos de 30 ciclos de  95  ˚C  durante  30  segundos,    55  ˚C  (para  lacZ)  o  57  ˚C  (para  Alx3)  durante  30 segundos y 72 ˚C durante 30 segundos y una incubación a 72 ˚C durante 5 minutos. 
 






3.8.2. Test de tolerancia a glucosa (GTT).    Se utilizaron hembras vírgenes o preñadas (8.5 días de gestación) de una edad comprendida entre 5 y 6 semanas, mantenidas en ayuno durante 16 horas. Pasadas las mismas se tomó una gota de sangre mediante una punción en la cola para determinar los  niveles  basales  de  glucemia  con  ayuda  de  un  glucómetro  (Roche).  Tras  ello  se administró una solución de glucosa (2 g/kg i.p.) para volver a determinar la glucemia 15, 60 y 120 minutos después de la inyección. 
 
3.8.3. Inducción de hiperglucemia gestacional. 
   Se siguieron las indicaciones de Fine et al. (1999) con algunas modificaciones. Se utilizaron ratones hembra de una edad comprendida entre 5 y 6 semanas inyectadas con una dosis diaria de  estreptozotocina  (75 mg/kg  i.p.)  (Sigma) durante 4 días.  La estreptozotocina se disolvió en una solución tamponada de citrato sódico (10 mM) y NaCl  al  0.9%  (pH  4.5)  inmediatamente  antes  de  su  administración.  Posteriormente, los niveles de  glucosa  en  sangre obtenidos por punción de  la  cola  se monitorizaron utilizando un glucómetro (Roche) durante  intervalos regulares. La diabetes  inducida en  estos  animales  se  controló mediante  la  implantación  subcutánea  de  cápsulas  de insulina  (LinShin). El número de cápsulas  implantadas en cada animal  se determinó según la siguiente tabla:        En  estas  hembras  se  alcanzó  la  estabilización  normoglucemica  (∼  100 mg/dl) aproximadamente a las tres semanas de la implantación de la cápsula. Tras ello, estas hembras  se  pusieron  a  cruce  con  un  macho  no  diabético.  La  mañana  en  la  que  se detectó  el  tapón  vaginal  se  consideró  el  día  0.5  de  la  gestación.  Estas  hembras desarrollaron de nuevo hiperglucemia a partir del día 3.5 de la gestación. El sacrificio y extracción de los embriones se realizó en el día 10.5 de gestación (Figura 7).   










Figura 7: Inducción de hiperglucemia gestacional. La gráfica muestra el aumento de los niveles de glucosa  en  sangre  tras  las  inyecciones  de  estreptozotocina  75  mg/kg  i.p.  (STZ),  su  recuperación  a niveles basales mediante la implantación de cápsulas de insulina, y su posterior incremento tras el coito como  consecuencia  del  inicio  de  la  gestación.  s.p.t:  semanas  postratamiento  con  STZ.  s.p.c.:  semanas postcoito. 
   Un  grupo  de  estos  animales  se  trató  con  ácido  fólico  (3  mg/kg  i.  p.)  (Sigma) administrado  una vez al día desde el día 0.5 hasta el día 10.5 de gestación.  
3.9. RT­PCR cuantitativa en embriones de ratón. 
   Las  determinaciones  por  RT‐PCR  cuantitativa  se  realizaron  en  la  unidad  de Genómica  del  Parque  Científico  de Madrid  a  partir  de  RNA  obtenido  de  embriones (E9.5  o  E10.5.)  mediante  un  kit    Illustra  RNAspin  kit  (GE  Healthcare).  Alx3  se determinó con una sonda Taqman (Mm00431779_m1) en solución TaqMan universal 
PCR master MIx, No Amp Erase UNG (Applied Biosystems) en un termociclador 7900HT 
fast  real­time PCR  (Applied Biosystems).  La  expresión de  otros  genes  se monitorizó utilizando, un método de detección con SYBR green. El ensayo se llevó a cabo en una solución  Power  SYBR  Green  PCR  Master  Mix  (Applied  Biosystems)  con  los oligonucelótidos que se muestran en  la Tabla 3, usando un equipo ABI7900HT Real­






Tabla 3: Oligonucleótidos diseñados para RT-PCR (SYBR green) 
Nombre Oligonucleótido directo (5´-3´) Oligonucleótido inverso (5´-3´) 
m-p53 ACATGACGGAGGTCGTGAGA TTTCCTTCCACCCGGATAAG 
m-DNMT3a GCCGAATTGTGTCTTGGTGGATGACA CCTGGTGGAATGCACTGCAGAAGGA 
m-Cited2 ACCATCACCCTGCCCACC CGTAGTGTATGTGCTCGCCCA 
m-Hif1α CAGTACAGGATGCTTGCCAAAA ATACCACTTACAACATAATTCACACACACA 
m-BMP4 CGAGCCAACACTGTGAGGAGT AGGTTGAAGAGGAAACGAAAAGC 
m-Pax3 AGACAGCTTTGTGCCTCCAT AGTCGGTCTGAGGCTGGTG 
m-GPX-1 CCTCAAGTACGTCCGACCTG´ CAATGTCGTTGCGGCACACC 
m-Gnc5 AGTTGTGCCGTAGCTGTGAG TGGTGTCTGTGTCCTCTTCC 
m-VEGFB GACGATGGCCTGGAATGT GGTACTGGATCATGAGGATCTG 
m-Mn-SOD GCACATTAACGCGCAGATCA AGCCTCCAGCAACTCTCCTT 
m-Catalasa GCAGATACCTGTGAACTGTC GTAGAATGTCCGCACCTGAG 
m-PDGFRα GACGAGTGTCCTTCGCCAAAGTG CAAAATCCGACCAAGCACGAGG 
m-NOS CCTGTGGGAGTCGTCTTGGC GTGTCAGAGATGCTGCGGTA 
m-AP2 GTGTCAGAGATGCTGCGGTA TGAGGATGGTGTCCACGTA 
m-FoxO1 TATTGAGCGCTTGGACTGTG TATTGAGCGCTTGGACTGTG 
m-FoxO4 TGTAACAGGTCCTCGGAAGG CTGTGCAAGGACAGGTTGTG 
m-Folr1 CACAAGGGATGGAACTGGTC TGGGGAAGTAGAAGGTGAAGG 
 






7.5]  y  tres  veces  más  con  MABT  a  temperatura  ambiente.  Posteriormente  se bloquearon durante 2 horas en suero de oveja al 20% en MABT y solución Boehringer al  2%. Después,  los  embriones  se  incubaron  durante  una  noche  a  4  ˚C  en  la misma solución  a  la  que  se  había  añadido  un  anticuerpo  anti‐digoxigenina  conjugado  con fosfatasa  alcalina  (1:2000)  (Roche). Al  día  siguiente,  los  embriones  se  lavaron  en  la solución  MABT  con  sucesivos  cambios  durante  5  horas.  Finalmente,  se  lavaron  en solución NTMT  compuesta  por NaCl  (100 mM),  Tris‐HCl  (0.1 M,  pH 9.5), MgCl2  (50 mM) y Tween‐20 al 1%. Las sondas hibridadas se detectaron mediante la incubación con  los  sustratos  cloruro  de  4‐nitroazultetrazolio  (NBT,  75  mg/ml)  y  5‐bromo‐4‐cloro‐3  indolil  fosfato  (BCIP,  50mg/ml)  (Roche),  después  de  lo  cual  los  embriones fueron lavados dos veces durante 5 minutos en PBST, refijados en paraformaldehído al 4% en PBS y guardados a 4 ˚C.   Para la síntesis de las ribosondas sentido y antisentido, se utilizaron fragmentos de cDNA generados por PCR. Los productos de PCR fueron purificados y se incubaron con  las  RNA  polimerasas  SP6  y  T7,  respectivamente,  utilizando  en  la  reacción  una mezcla de  ribonucleótidos que  contiene ATP, GTP, CTP, UTP y UTP‐digoxigenina. La secuencia de los oligonucleótidos que se usaron fueron las siguientes: 
 
Oligonucleótidos Alx3 
directo (5´-3´) GAATTTAGGTGACACTATAGAAAGCGTGAGCGTTATGGGAAGA 
inverso (5´-3´) TGTAATACGACTCACTATAGGGTGAAACGAGGCTTGGGGACTT 
 Alx4 
directo (5´-3´) GAATTTAGGTGACACTATAGAAGCATGGACAACAGCTACCTCAGTG 
inverso (5´-3´) TGTAATACGACTCACTATAGGCAGGATGGGTTCTGAATCTGGG 
 Cart1 
directo (5´-3´) GAATTTAGGTGACACTATAGAAGACAGCAGCGTGAACTATGGAATC 
inverso (5´-3´) TGTAATACGACTCACTATAGGGCATGACGTAACCACAGAACCAC 
 Twist 
directo (5´-3´) GAATTTAGGTGACACTATAGAAGACTCTGGAGCTGG 












  Los  embriones  se  fijaron  con una  solución de paraformaldheído  al  4% en PBS durante 16‐20 horas,  tras  lo cual  se  lavaron dos veces con PBS y se conservaron en sacarosa (20%) a 4 ˚C. A continuación se embebieron en resina Tissue­Tek O.C.T. (Ted Pella)  a  ‐20  ˚C,  hasta  su  congelación,  tras  lo  cual  las muestras  se  procesaron  en  un criostato Leica Cryocut 1900 para generar secciones de 10 μm de grosor. Las secciones se montaron y se conservaron a ‐20 ˚C en portaobjetos de cristal Superfrost. 
  Los ensayos TUNEL o de apoptosis se llevaron acabo en las anteriores secciones siguiendo  las  instrucciones  del  fabricante  del  kit  ApopTag  Plus  Peroxidase  In  Situ 




























































4.1.1. La  carencia de Alx3  no altera  la expresión de genes  importantes para el 
desarrollo craneofacial. 
  Para  determinar  si  la  deficiencia  de Alx3  produce  un  cambio  en  el  patrón de expresión de los genes con los que se coexpresa (Twist, Cart1 y Alx4), llevamos a cabo experimentos de hibridación in situ.          
 
Figura 8: Patrón de  expresión de Alx3, Alx4, Cart1  y Twist en embriones Alx3­/­  o  silvestres. A, Hibridación  in  situ  realizada  sobre  embrión  silvestre de 18  somitas  con una  sonda específica para  el mRNA  de  Alx3.  B,  Tinción  β‐galactosidasa  que  confirma  que  el  patrón  de  expresión  de  lacZ  en  los embriones Alx3­/­ es similar al observado en los embriones silvestres. C–H, Hibridación in situ realizada con sondas específicas para Cart1 (C y D), Alx4 (E y F) o Twist (G y H) en embriones silvestres (C, E y G) o embriones Alx3­/­ (D, F y H).   Los  ratones  Alx3­/­  tienen  sustituido  parte  del  gen  Alx3  por  el  gen  lacZ (Beverdam  y  Meijlink,  2001).  Por  lo  tanto,  pudimos  monitorizar  el  patrón  de expresión  de  Alx3/lacZ  en  los  embriones  Alx3­/­,  mediante  una  tinción  de  β‐galactosidasa.  Comprobamos  que  el  patrón  de  expresión  de  los  alelos  mutantes 









 Habida cuenta que los defectos del cierre del tubo neural debidos a la carencia de  genes  relacionados  con  Alx3  (Cart1,  Twist  y  Pax3)  se  asocian  con  una  elevada muerte celular en el mesénquima craneal (Chen y Behringer, 1995; Zhao et al., 1996; Phelan et al., 1997), decidimos analizar si la carencia de Alx3­/­ se acompaña también de  un  incremento  en  la  población  de  células  apoptóticas  en  este  tejido.  Con  este objetivo  realizamos  ensayos  TUNEL  sobre  embriones Alx3+/+  y  Alx3­/­  con  un  grado  de desarrollo equivalente (12 somitos). Observamos  que  los  embriones  Alx3­/­  presentan  un  número  anormalmente elevado  de  células  apoptóticas  en  la  región  rostral  del  mesénquima  de  la  cabeza (Figura  9E).  Además,  se  observó  un  aumento  de  la  muerte  celular  en  la  superficie dorsal  del  neuroepitelio  al  nivel  del  mesencéfalo  cuando  éste  está  anormalmente evaginado como consecuencia del  fallo del  cierre del  tubo neural  (Figura 9F). Como 
Alx3  no  se  expresa  en  esta  región,  este  incremento  de  células  apoptóticas  se  puede deber  a  un  efecto  indirecto  en  el  neuroepitelio  anormalmente  expuesto  al  exterior (Schorle et al., 1996).             








  La  existencia de un número anormalmente elevado de  células  apoptóticas  en los embriones carentes de Alx3 tiene como consecuencia una significativa disminución de  la  densidad  celular  del  mesénquima  craneofacial,  como  pusimos  de  manifiesto mediante  el  contaje  del  número  de  células  detectadas  en  secciones  histológicas (Figura  10H‐J).  Por  otro  lado,  como  podemos  ver  en  la  Figura  10H,  los  embriones  
Alx3­/­  presentan  una  mayor  abundancia  de  células  sanguíneas  que  los  embriones silvestres,  lo  cual  sugiere  la  existencia  de  un  aumento  del  tamaño  de  las  cavidades vasculares en el mesénquima craneal de los embriones Alx3­/­ (Figura 10A‐C).                           
 
 









Estos resultados indican que los defectos en el cierre del tubo neural craneal en los  embriones  carentes  de  Alx3  se  asocian  a  una  alteración  del  mesénquima  que compromete su expansión, ya que éste se reconoce como un aspecto esencial para el normal  desarrollo  de  la  región  craneofacial  (Morriss  y  Solursh,  1978;  Schorle  et  al., 1996; Copp et al., 2003).  
4.1.3. La expresión de Alx3 depende de la disponibilidad de ácido fólico in vivo. 
 Con  el  fin  de  evaluar  la  existencia  de  una  posible  relación  entre  la disponibilidad  del  ácido  fólico  y  los  niveles  de  expresión  de Alx3  in  vivo,  utilizamos hembras  alimentadas  con  una  dieta  carente  de  ácido  fólico  antes  y  durante  la gestación.  En  concordancia  con  estudios  anteriores  (Burgoon  et  al.,  2002), encontramos  un  descenso    en  el  éxito  reproductor  de  las  hembras  gestantes alimentadas  con  esta  dieta  (n=25),  ya  que  el  64%  de  las  mismas  presentaron reabsorciones  uterinas  completas,  mientras  que  la  incidencia  en  las  hembras alimentadas con  la dieta control  fue del 40% (n=20). En  las hembras que contenían embriones  viables,  se  analizó  la  incidencia  de  los  defectos  del  tubo neural  a  los  9.5 días  de  gestación.  Se  obtuvieron  un  total  del  37  embriones  Alx3+/+  de  madres alimentadas  con  una  dieta  carente  de  ácido  fólico.  De  éstos,  7  se  desarrollaron normalmente hasta  alcanzar 13‐19  somitos, mientras que el  resto de  los  embriones mostraban un severo retraso en el desarrollo, manifestado por la presencia de no más de 6‐7 somitos (Tabla 4). Sólo  se  obtuvieron  11  embriones Alx3­/­  procedentes  de madres  alimentadas con  la  dieta  deficiente  en  ácido  fólico.  En  este  grupo,  no  se  pudieron  analizar  los defectos del cierre del  tubo neural porque en todos ellos se observó un significativo retraso  (presentaban  menos  de  7  somitos).  Cabe  destacar,  que  uno  de  éstos embriones  se  encontraba  seriamente malformado.  Por  lo  tanto,  el  uso  de  una  dieta deficiente en ácido fólico impidió la generación y desarrollo de embriones carentes de 














Con el objeto de identificar regiones del promotor de Alx3 que pudieran ser 
responsables de su activación transcripcional en respuesta a ácido fólico, se llevaron a cabo 
transfecciones transitorias en células RC2.E10. Como se puede observar en la Figura 12, en 
células mantenidas en ausencia de ácido fólico, los plásmidos que contienen los fragmentos 
del promotor de Alx3 correspondientes a las deleciones 5´ en los nucleótidos -1506, -750, -
490 y -202 generan una actividad luciferasa relativamente elevada, mientras que la 
actividad producida por el resto se mantiene en niveles basales. Sin  embargo,  el tratamiento con ácido fólico no estimuló la expresión de ninguno de estos plásmidos, 
Figura 11: La expresión de Alx3  depende de  la 









Figura  12: Análisis  funcional  del  promotor  de Alx3.  A,  Representación  esquemática  de  versiones truncadas  en  el  extremo  5´  del  promotor  de  Alx3  fusionadas  al  gen  de  luciferasa  en  pGL3‐Basic.  B, Niveles de actividad luciferasa en células RC2.E10 transfectadas con los plásmidos indicados en A o con el vector vacío pGL3, con o sin ácido fólico (10 µM). AF: ácido fólico. 










Figura 13: Análisis funcional de las UPRs de Alx3. A, Representación esquemática de los diferentes fragmentos  correspondientes  a  las  UPRs  clonados  en  el  extremo  5´  de  Alx202Luc.  B,  Niveles  de actividad luciferasa en células RC2.E10 transfectadas con los plásmidos indicados en A, con o sin ácido fólico (10 µM). AF: ácido fólico.             












Existen evidencias indirectas que sugieren que Twist es un factor importante en la 
regulación transcripcional de Alx3 in vivo (Loebel et al., 2002). De acuerdo con esta idea, 






     A  continuación,  realizamos  una  búsqueda  de  potenciales  sitios  de  unión  de Twist en un fragmento de 3 kb del promotor de Alx3 próximo al sitio de  inicio de  la transcripción  usando  el  programa  Transfac  y  encontramos  10  cajas  E  canónicas (CANNTG). Dos de ellas se  localizan en  las posiciones  ‐42 a  ‐37 (Eb1) y  ‐127 a  ‐122 (Eb2)  con  respecto  al  sitio  de  inicio  de  la  transcripción,  dentro  de  la  región  más pequeña  del  promotor  con  actividad  transcripcional  (‐202/+88)  (Figura  16A).  Por todo esto, procedimos a  llevar a  cabo un análisis  funcional de estas cajas, que están contenidas  en  el  plásmido  Alx202luc,  para  lo  cual  mutamos  cada  una  de  ellas  por separado. El efecto de cada uno de estos mutantes se evaluó en células RC2.E10 mediante transfecciones  transitorias. Observamos que  la mutación de  la  caja Eb1 o  de  la  Eb2 disminuye  significativamente  la  actividad  transcripcional  de  Alx202Luc  de  manera independiente  (Figura 16B).  Esto nos  indica  que  tanto  la  caja Eb1  como  la  Eb2  son elementos reguladores importantes en el promotor de Alx3.   
Figura  15:  Análisis  de  la  expresión 
de Twist  y Alx3  en  células  RC2.E10 




































  Es  importante  resaltar  que  la  adición  de  un  exceso  de  oligonucleótido  frío correspondiente  a  Eb2  a  la  reacción  llevada  a  cabo  con  la  sonda  Eb1  no  alteró  la formación del complejo proteína‐DNA, lo cual indica que los factores de transcripción que reconocen Eb1 son diferentes a los que reconocen Eb2 (Figura 18A). La  adición  de  un  anticuerpo  anti‐Twist  no  alteró  la  formación  del  complejo unido  a  la  Eb1,  aunque  en  condiciones  similares  este  anticuerpo  produjo  la disminución  de  la  intensidad  de  un  complejo  unido  a  una  sonda  cuya  secuencia corresponde a la de una caja E del promotor del gen Tinman (Eb3‐Tinman), a la cual se une específicamente Twist (Laursen et al., 2007) (Figura 19A y B). Por el contrario, la adición del anticuerpo anti‐Twist a la reacción realizada en presencia de  la  sonda Eb2 produjo una  inhibición  en  la  formación de  los  complejos formados con extractos nucleares de células RC2.E10 o NIHT3T3, que expresan Twist 
Figura  18:  Ensayos  de  movilidad 










Figura  19:  Unión  de  Twist  a  la  caja  Eb2  pero  no  a  la  Eb1.  Ensayos  de  movilidad electroforética  en  gel  realizados  con  las  sondas  y  extractos  nucleares  indicados  en  la parte  inferior.  La  s  reacciones  se  llevaron  a  cabo  en  presencia  de  IgG  control  o  de anticuerpo anti‐Twist, como se indica en la parte superior.  


























Figura 21: Twist  induce la activación del promotor de Alx3 en presencia de E47. 
Niveles de actividad luciferasa en células Hela cotransfectadas con los plásmidos indicados 


















































Figura  24:  La  expresión  de  un 
inhibidor  dominante  negativo  de 
USF  reprime  la  actividad  del 
promotor  de  Alx3.  Niveles  de actividad  luciferasa  en  células RC2.E10  cotransfectadas  con Alx202Luc  y  con  la  combinación  de PN3 (USF1) y PN4 (USF2) o 0.1, 0.2 y 0.5 µg de P‐USF1  (DN‐USF),  inhibidor dominante negativo para USF. *p<0.05 
en relación con la actividad generada por 
Alx202Luc (Test de la t de Student).   
Figura 23: Unión de USF1 y 








Como  podemos  observar  en  la  Figura  24,  la  presencia  de  este  inhibidor dominante  negativo  tuvo  como  consecuencia  una  disminución  parcial  pero significativa de la actividad luciferasa generada por Alx202Luc, lo cual indica que los factores USF participan directamente en la transactivación del promotor proximal de 
Alx3 junto con otros factores de transcripción en células RC2.E10. Para  minimizar  las  interferencias  que  posiblemente  puedan  ocasionar  los niveles  relativamente  elevados  de  USF1  y  USF2  en  las  células  RC2.E10  utilizamos células Hela en los siguientes experimentos. La cotransfección de las células Hela con Alx202Luc  y  los  vectores  de  expresión  de  USF1  y  USF2  indicó  que  estos  factores producen un incremento en la actividad luciferasa generada por el promotor de Alx3. La adición de E47 y/o Twist no aumentó la actividad transcripcional generada por los factores USF (Figura 25), lo cual indica que la actividad ejercida a través de la caja Eb1 es independiente de la ejercida a través de la caja Eb2.              
 
Figura 25: Los factores de transcripción USF1 y USF2 inducen la activación del promotor 
de Alx3. Niveles de actividad luciferasa en células Hela cotransfectadas con Alx202Luc y con los  plásmidos  indicados  en  la  parte  inferior. *p<0.05 con respecto a la actividad generada por 











de  la  caja  Eb1.  Niveles  de  actividad  luciferasa  mostrados  por  células  Hela cotransfectadas  con  Alx202Luc  y  con  los  plásmidos  indicados  en  la  parte  inferior. *p<0.05 con respecto a la actividad generada por ALx202Luc; #p<0.05 con respecto a la  actividad generada por Alx202Luc  cotransfectado con PN3 y PN4  (Test de  la  t de Student). 
 
 





































4.3.1.  La  carencia  de  Alx3  no  empeora  la  tolerancia  a  la  glucosa  durante  la 























Figura 28: Test de tolerancia a la glucosa en hembras gestantes y no gestantes. Se llevaron a cabo en hembras Alx3+/+ o Alx3­/­ antes de  la gestación y transcurridos 8.5 días de ésta en ambos casos. En cada grupo  se usaron 15 animales.  d.p.c.:  días postcoito.  *p<0.05,  **p<0.01, #p<0.05 en  comparación con hembras Alx3+/+ no gestantes (Test de ANOVA de dos vías seguido de corrección de Bonferroni).  
 
 








Como  se  muestra  en  la  Figura  29,  la  diabetes  materna  no  produjo malformaciones congénitas en los embriones Alx3+/+. Por el contrario, en un 12‐14 % de los embriones Alx3­/­ se detectaron malformaciones congénitas sorprendentemente más severas que los defectos del cierre del tubo neural observados previamente, por lo que  la  carencia  en Alx3 parece aumentar  la  susceptibilidad de  los  embriones  a  la hiperglucemia.             Las  malformaciones  observadas  son  de  diferentes  tipos.  En  primer  lugar, algunos  embriones  presentaban  defectos  generalizados  del  desarrollo  que  se manifiestan  por  alteraciones morfológicas  extremadamente  severas  y  detención  del desarrollo en estadios tempranos (Figura 30B y C). En otros,  la organización general del  embrión  está  preservada,  pero  se  pueden  apreciar  defectos  regionales  en  el programa de desarrollo que  afectan  a diferentes  estructuras,  tales  como el  corazón, los órganos abdominales, los arcos branquiales y la región craneofacial (Figura 30D). También,  encontramos  embriones  deficientes  en  Alx3  con  defectos  localizados  que afectan  al  cierre  del  tubo  neural  (Figura  30E).  Otros  embriones  presentaban alteraciones  morfológicas  generalizadas  incluyendo  defectos  del  cierre  del  tubo neural (Figura 30F). Además, en algunos embriones carentes de Alx3 con morfología aparentemente  normal,  se  detectaron  hemorragias  o  alteraciones  de  la vascularización  en  la  región  craneofacial  (Figura  30G).  Finalmente,  en  algunos  de estos  embriones,  motorizamos  el  patrón  anormal  de  los  dominios  de  expresión  de 
Alx3 mediante tinción con β‐galactosidasa (Figura 30H).  
Figura 29: Porcentaje de embriones con 









Figura  30:  Malformaciones  severas  inducidas  por  hiperglucemia  gestacional  asociadas  a  la 
deficiencia de Alx3. A, Ejemplo representativo de un embrión de E10.5 procedente de una hembra no diabética. B, C, D, E y F, Ejemplos de malformaciones  severas en embriones Alx3­/­  del mismo estadio  procedentes de hembras gestantes diabéticas. Las puntas de  flecha blancas en G señalan alteraciones vasculares. H, Embrión con patrón de expresión de asimétrico de  lacZ en el mesénquima craneofacial. Las puntas de flecha negras señalan la asimetría. Las barras de escala representan 1 mm (A y E–H), 250 μm (B y C) o 1.5 mm (D).   
4.3.3. La deficiencia de Alx3  limita el  incremento de  la expresión de enzimas y 
factores de transcripción que protegen frente al estrés oxidativo. 
   Se sabe que la hiperglucemia conduce a un incremento del estrés oxidativo, el cual  da  lugar  a  la  producción  en  exceso  de  especies  reactivas  de  oxígeno.  Se  ha propuesto  que  durante  el  embarazo  diabético,  este  exceso  de  especies  reactivas  de oxígeno  podría  estar  directamente  relacionado  con  la  aparición  de malformaciones congénitas  que  caracterizan  a  la  embriopatía  diabética.  Por  esta  razón  decidimos investigar  la  expresión  de  genes  que  codifican  enzimas  que  están  implicadas  en  los mecanismos que protegen a las células frente al estrés oxidativo.   Mediante  RT‐PCR  cuantitativa  encontramos  que  en  los  embriones  Alx3+/+,  la hiperglucemia  induce  un  incremento  en  la  expresión  de  la  manganeso  superóxido dismutasa  (MnSOD),  de  la  catalasa  y  de  la  glutatión  peroxidasa  (Gpx‐1)  y  una reducción  en  la  expresión  de  la  óxido  nítrico  sintetasa  (NOS).  Por  el  contrario,  la deficiencia de Alx3 impidió la inducción de la expresión de los genes que codifican las 
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tres  primeras  enzimas,  mientras  que  la  expresión  de  la  óxido  nítrico  sintetasa permaneció  reducida  (Figura  31A).  En  el  caso  de  genes  que  codifican  factores  de transcripción importantes para la regulación del estrés oxidativo como FoxO1 y FoxO4 (Forkhead  Homeobox  type  O),  observamos  también  un  aumento  de  su  expresión inducido por hiperglucemia que se mostró inhibido en embriones deficientes de Alx3 (Figura 31B).          
Figura 31: RT­PCR cuantitativa. Niveles relativos de mRNA de MnSOD, Gpx‐1, Catalasa y NOS (A) y de FoxO1 y FoxO2 (B) en embriones control y Alx3­/­ de E10.5 sometidos o no a hiperglucemia durante la gestación. Para cada condición se usaron 7 embriones. *p<0.05 (Test de la t de Student).    Por  lo  tanto,  existe  una  aparente  correlación  entre  la  aparición  de malformaciones  embrionarias  inducidas por  la  hiperglucemia  y  los  niveles  relativos de expresión de las enzimas que protegen frente al estrés oxidativo en los embriones deficientes de Alx3. 
 
4.3.4. Alx3  es  necesario  para  la  expresión  de  genes  que  regulan  el  desarrollo 
embrionario durante la hiperglucemia gestacional. 









































   Puesto  que  la  expresión  de  Alx3  depende  de  la  presencia  del  ácido  fólico, decidimos investigar si la administración de ácido fólico durante la gestación reduce la incidencia de malformaciones severas asociadas a un déficit de Alx3 en condiciones de hiperglucemia.  Para  ello  utilizamos  embriones  heterocigotos Alx3+/­  procedentes  de gestantes hiperglucémicas. En primer  lugar, encontramos que estos embriones procedentes de gestantes hiperglucémicas  también  presentan  malformaciones  severas  pero  en  menor proporción que los embriones Alx3­/­  (Figura 34),  lo cual refleja  la haploinsuficiencia de  Alx3.  La  incidencia  de  estas  malformaciones  en  los  embriones  heterocigotos  se redujo significativamente mediante el tratamiento de las hembras gestantes con ácido fólico. Por el contario, este tratamiento no tuvo un efecto significativo en la incidencia de malformaciones observadas en los embriones homocigotos deficientes en Alx3.  
Figura  33:  RT­PCR  cuantitativa.  Niveles relativos de mRNA de Hif1α y  VEGF‐1  en  embriones  control  y 










   Estos resultados, nos llevaron a determinar si la administración de ácido fólico durante la gestación es capaz de disminuir la caída de la expresión de aquellos genes afectados por la carencia de Alx3 en condiciones de hiperglucemia.  En  primer  lugar,  observamos  que  en  los  embriones Alx3+/­  el  ácido  fólico  no produjo  ningún  cambio  en  la  expresión  de  los  genes  que  codifican  enzimas  que protegen frente al estrés oxidativo (Figura 35).              Por el contrario, en estos embriones la administración de ácido fólico produjo un  ligero  pero  significativo  aumento  en  la  expresión  de BMP4  y AP2  (Figura  36A). También  observamos  que  el  tratamiento  con  ácido  fólico  aumentó  la  expresión  de DNMT3a, pero no la de Folbp1 (Figura 36B).  
Figura  34:  El  ácido  fólico  disminuye  la 
incidencia  de  malformaciones  inducidas 
por  hiperglucemia.  Porcentaje  de  embriones con  malformaciones  severas  detectados  a  los 10.5  días  de  gestación  en  condiciones  de hiperglucemia.  Los  números  en  la  parte inferior  de  las  barras  indican  el  número  total de  embriones  examinados  en  cada  condición. *p<0.005 ( Test de χ2), n.s.: no significativo. 










Figura 36: RT­PCR cuantitativa. Niveles relativos de mRNA de BMP4 y AP2 (A) y de DNMT3a y Folbp1 (B)  en  embriones  Alx3+/­  de  10.5  días  de  gestación  desarrollados  en  hiperglucemia  procedentes  de gestantes tratadas o no con ácido fólico. Para cada condición se usaron 7 embriones. *p<0.05; n.s.: no significativo (Test de la t de Student).      Por  último,  como  podemos  observar  en  la  Figura  37  el  ácido  fólico  aumentó ligeramente  la  expresión  de  Hif1α  en  embriones  heterocigotos  sometidos  a hiperglucemia.               
Figura  37:  RT­PCR  cuantitativa.  Niveles relativos  de  mRNA  de  Hif1α  en  embriones 



























































  Como comentamos en la introducción, se desconoce el mecanismo por el cual la administración  suplementaria  de  ácido  fólico  durante  el  periodo  periconcepcional disminuye la incidencia de defectos congénitos del cierre del tubo neural (Eichholzer et  al.,  2006).  Experimentos  previos  realizados  en  nuestro  laboratorio  utilizando embriones  de  ratón  cultivados  ex  utero  pusieron  de manifiesto  que  la  expresión  de 










  La  apoptosis  excesiva  que  posiblemente  contribuye  a  que  exista  una  menor densidad  celular  en  la  región  anterior  de  la  cabeza  de  los  embriones Alx3­/­  sugiere que  el  fallo  del  cierre del  tubo neural  pueda  estar  relacionado  con un defecto  en  el desarrollo del mesénquima craneofacial. La expansión del mesénquima contribuye a la  elevación  y  aposición  de  los  pliegues  neurales  de manera  específica  en  la  región craneal  (Gordon,  1985).  Existen  genes  cuya  inactivación  conduce  a  la  aparición  de defectos del cierre del tubo neural debidos a defectos en esta región, como es el caso de Hectd1  (Zohn  et  al.,  2007),  AP2  (Schorle  et  al.,  1996),  Twist  (Chen  y  Behringer, 1995;  Soo  et  al.,  2002),  y Cart1  (Zhao  et  al.,  1996; Qu  et  al.,  1999). Alx3  se  expresa mayoritariamente en el mesénquima de la región anterior de la cabeza en un estadio crítico para el cierre del tubo neural que además coincide con la expresión de Cart1 y 
Twist (Zhao et al., 1996; ten Berge et al., 1998; Beverdam et al., 2001). Los embriones 
Alx3­/­ presentan un fenotipo muy similar al observado en los embriones carentes de 






la expresión de Alx3, Alx4 y Cart1,  lo cual conduce a pensar que estos genes puedan estar bajo el control de Twist. Por lo tanto, es posible que la pérdida de la función de estos  genes  de  la  familia  aristaless  pueda  contribuir  al  fenotipo  observado  en  los embriones deficientes en Twist (Verzi et al., 2002). Por  todo  esto,  podemos  concluir  que Alx3  es  necesario para  la  supervivencia celular durante el desarrollo de la región craneofacial, así como para el cierre del tubo neural.   






hipometilación  génica  está  asociada  a  niveles  bajos  de  folatos,  aunque  también  se puede producir hipermetilación debido a un aumento compensatorio de la expresión de  las  DNA‐metiltransferasas  en  estas  condiciones  (Ghoshal  et  al.,  2006).  Por  otro lado,  la  remodelación  de  la  cromatina  incluye  modificaciones  covalentes postraduccionales como hiperacetilación, desacetilación o metilación de histonas. Las DNA‐metiltransferasas  pueden  alterar  la  actividad  de  las  metiltransferasas  de histonas  (Fuks  et  al.,  2003).  Por  lo  tanto,  variaciones  en  los  niveles  de  ácido  fólico podrían alterar  la metilación de Alx3 y como consecuencia su regulación a  través de mecanismos complejos aún por determinar. 
  Otro  mecanismo  que  puede  alterar  la  expresión  génica  es  la  regulación  de  la estabilidad  del  mRNA.  Existen  casos  en  los  que  ciertas  hormonas  regulan  la estabilidad  del  mRNA  y  por  lo  tanto  regulan  la  expresión  génica  a  nivel postranscripcional (Staton et al., 2000; Menon et al., 2004). La estabilidad del mRNA está regulada por  interacciones complejas en  las que participan diferentes proteínas de unión al RNA a través de secuencias específicas localizadas en la región 3´ UTR de muchos mRNA  (Jing  et  al.,  2005).  EL mRNA  de Alx3  contiene  una  posible  señal  de inestabilidad  en  su  región  3´  UTR  (Perez‐Villamil  et  al.,  2004),  por  lo  que,  cabe también la posibilidad de que el ácido fólico pueda regular su expresión modulando la estabilidad del mRNA.  
 






Por otro  lado,  los embriones Alx3­/­   presentan defectos del cierre del  tubo neural al igual que  los embriones que tienen  inactivado Twist,  lo cual sugiere que estos genes están relacionados funcionalmente. Además, el promotor de Alx3 contiene cajas E que constituyen sitios potenciales de unión de Twist (Loebel et al., 2002). En  esta  tesis,  se  demuestra  que  Twist  estimula  la  actividad  del  promotor  de 






USF1 (Sawadogo y Roeder, 1985; Sato et al., 1989; Han et al., 2001; Jaiswal y Narayan, 2001; Ge et al., 2003) tienen los residuos AC en el extremo 3´ del núcleo de la caja E. Estas  observaciones  indican  que  USF1  reconoce  selectivamente  la  secuencia CACGTGAC que corresponde con la de la caja Eb1 de Alx3 (Corre y Galibert, 2005).  Los resultados presentados en esta tesis indican que los factores USF1 y USF2 regulan  la expresión de Alx3. Hemos determinado que  la actividad de estos  factores sobre el promotor de Alx3 requiere de la integridad de la caja Eb1. Probablemente se unan  a  esta  caja  formando  heterodímeros  entre  sí.  Por  otro  lado,  los  ensayos  de transfección  transitoria  mostraron  que  la  adición  de  E47  o  Twist  no  aumenta  la actividad transcripicional generada por los factores USF, lo cual indica que la actividad ejercida a través de la caja Eb1 es independiente de la ejercida a través de la caja Eb2.   Nuestros datos muestran que la actividad de Twist y E47 sobre el promotor de 






papel  esencial  en  el  desarrollo  del  tubo  neural  (Hirata  et  al.,  2001)  y  previene  la neurogénesis  prematura  en  el  sistema  nervioso  (Kageyama  et  al.,  2008;  Ichi  et  al., 2010). Por todo ello, es posible que esta proteína actúe coordinadamente con Twist y E47 sobre la caja Eb2 para modular la actividad de los factores USF1 y USF2. Además, se  ha  descrito  que  durante  el  desarrollo  del  tubo  neural  caudal  el  ácido  fólico interviene  en  la  regulación  de  Hes1  y  Neurog2  a  través  de  mecanismos  de remodelación  de  cromatina  (Ichi  et  al.,  2010).  Por  tanto,  no  puede  descartarse  que Hes1  pueda  participar  en  la  regulación  de  la  expresión  de  Alx3  por  ácido  fólico durante el cierre del tubo neural (Lakhwani et al., 2010).    Todos estos resultados  indican que  la expresión de Alx3 está regulada por una red  compleja  en  la  que  participan  diferentes moduladores  y  coactivadores  aún  por determinar. 
 


















que Alx3 no participa en la regulación de Pax3. En  relación  con  otros  reguladores  transcripcionales,  encontramos  que  la hiperglucemia produce una reducción de la expresión de AP2, el cual es esencial para el  desarrollo  craneofacial  (Schorle  et  al.,  1996;  Kohlbecker  et  al.,  2002),  que  se acentuó  aún  más  en  ausencia  de  Alx3.  Por  otro  lado,  la  hiperglucemia  produce  un aumento de  la  expresión de Cited2  que es  importante para  la  fusión de  los pliegues neurales  durante  el  desarrollo  embrionario  (Barbera  et  al.,  2002).  Sin  embargo  en embriones deficientes de Alx3 se produce una inhibición de este aumento. Por tanto, la carencia de Alx3 se acompaña de un déficit relativo de reguladores transcripcionales importantes para el desarrollo embrionario como AP2 y Cited2 que pueden acentuar aún más la vulnerabilidad de los tejidos embrionarios a la acción tóxica de la glucosa. Este  incremento de  la  vulnerabilidad embrionaria puede acentuarse aún más como consecuencia de la disminución de la expresión de factores importantes para el desarrollo de los mesénquimas o de la de sus receptores. Esta idea viene apoyada por la  inhibición  de  la  expresión  de BMP4  y  PDGFRα  en  embriones  deficientes  de Alx3. BMP4  participa  en  muchos  procesos  biológicos  importantes  durante  el  desarrollo embrionario (Hogan, 1996) y PDGFRα es necesario para la formación del mesénquima y hueso craneal (Smith y Tallquist, 2010) y para el desarrollo del corazón (Bax et al., 2010). Estos  resultados  evidencian  que  hay  una  clara  relación  entre  la  aparición  de malformaciones  congénitas  severas  inducidas  por  la  hiperglucemia  en  ausencia  de 






fólico  intracelular  (Wentzel  et  al.,  2005).  No  obstante,  en  nuestros  estudios observamos  que  los  embriones  Alx3+/+  desarrollados  en  hiperglucemia  no  tienen disminuida  la  expresión  de  Folbp1,  pudiendo  esto  contribuir  a  la  ya  mencionada resistencia de la cepa utilizada.   Como  ya  hemos  mencionado  anteriormente,  el  ácido  fólico  esta  implicado  en mecanismos  epigenéticos  de  la  regulación  de  la  expresión  génica  mediante  la metilación  del  DNA  (Ghoshal  et  al.,  2006;  Ichi  et  al.,  2010).  En  relación  con  ello,  el descenso en la expresión de DNMT3a obtenido en embriones que se desarrollan en un ambiente  hiperglucémico,  acentuado  en  ausencia  en  Alx3,  podría  contribuir  a  la aparición de las malformaciones observadas (Feng et al., 2010).   Finalmente,  es  posible  que  las  malformaciones  embrionarias  observadas  en embriones carentes de Alx3 puedan ser en parte secundarias a defectos en la génesis de  los vasos sanguíneos,  lo cual comprometería el aporte de oxígeno y nutrientes al los  tejidos  en  desarrollo.  Este  concepto  se  apoya  en  la  observación  de  alteraciones vasculares en algunos embriones, así como de un descenso relativo de los niveles de expresión de VEGF1, factor esencial para la generación y mantenimiento de los vasos sanguíneos (Alon et al., 1995). Nuestros resultados coinciden con estudios anteriores que demostraron que una exposición a hiperglucemia durante el desarrollo temprano produce  un  descenso  en  los  niveles  de  VEGF‐1  que  conduce  a  la  aparición  de  una vasculopatía  embrionaria  (Pinter  et  al.,  2001).  VEGF1  es  diana  directa  del  factor  de transcripción  Hif1α,  un  regulador  calve  en  la  respuesta  embrionaria  a  hipoxia (Wenger y Gassmann, 1997; Iyer et al., 1998; Blancher et al., 2000). Se  sabe  que  además  del  estrés  oxidativo  también  la  hipoxia  desempeña  un papel  importante en  la patogénesis de  la embriopatía diabética  (Li et al., 2005). Por ello, no es de extrañar que un porcentaje importante de los genes que están afectados por la diabetes materna contengan en sus regiones distales potenciales sitios de unión de  factores que están  implicados en  la respuesta a hipoxia  (Pavlinkova et al., 2009). Por esta razón,  también quisimos  investigar si  la expresión de Hif1α estaba alterada en  los embriones carentes de Alx3 desarrollados en hiperglucemia. En primer  lugar, encontramos  que  la  hiperglucemia  induce  la  expresión  de Hif1α  en  los  embriones 





























































  Las conclusiones de la presente tesis doctoral son las siguientes:  1. La expresión de Alx3  es dependiente de  la disponibilidad del  ácido  fólico  in 
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TranscriptionNeural tube closure defects are among the most frequent congenital malformations in humans.
Supplemental maternal intake of folic acid before and during pregnancy reduces their incidence signiﬁcantly,
but the mechanism underlying this preventive effect is unknown. As a number of genes that cause neural
tube closure defects encode transcriptional regulators in mice, one possibility is that folic acid could induce
the expression of transcription factors to compensate for the primary genetic defect. We report that folic acid
is required in mouse embryos for the speciﬁc expression of the homeodomain gene Alx3 in the head
mesenchyme, an important tissue for cranial neural tube closure. Alx3-deﬁcient mice exhibit increased
failure of cranial neural tube closure and increased cell death in the craniofacial region, two effects that are
also observed in wild type embryos developing in the absence of folic acid. Folic acid cannot prevent these
defects in Alx3-deﬁcient embryos, indicating that one mechanism of folic acid action is through induced
expression of Alx3. Thus, Alx3 emerges as a candidate gene for human neural tube defects and reveals the
existence of induced transcription factor gene expression as a previously unknown mechanism by which
folic acid prevents neural tube closure defects.iomédicas “Alberto Sols”, Calle
85 4401.
ll rights reserved.© 2010 Elsevier Inc. All rights reserved.Introduction
The formation of the neural tube during the early stages of neural
development, known as neurulation, occurs by apposition and fusion
of the neural folds, which arise and elevate from both sides of the
neural plate. Closure of the neural tube during neurulation is a
complex process that is initiated at different contact points both in
mice and in humans (Copp et al., 2003; De Marco et al., 2006;
O'Rahilly and Muller, 2002). When this process fails, the neural tube
remains partially open and congenital neural tube defects (NTD)
develop. There are different types of NTD depending on the location of
the defect, including acrania and anencephaly at the cranial level, and
spina biﬁda at the spinal level. In humans, NTD represent an
important group of congenital disorders with a relatively high
incidence.
The molecular bases of NTD in humans are largely unknown.
Environmental factors appear to be important, but accumulating
evidence indicates the existence of a strong genetic component. In
recent years, the development of mouse models with NTD has led to
the identiﬁcation of a relatively large number of genes that are
important for neural tube closure (Copp et al., 2003; Harris andJuriloff, 2007). Although these studies provide an impressive list of
candidate genes possibly involved in abnormal neurulation in
humans, with few exceptions (Kibar et al., 2007b) clinical studies
have failed to establish etiological associations between NTD and
mutations in any of the homologous human genes (Kibar et al.,
2007a).
It is now well established that folic acid supplementation to
women during their child-bearing age can decrease the incidence of
NTD up to 70% (Czeizel and Dudas, 1992; Wald et al., 1991), but the
mechanism of action of this vitamin on the prevention of defective
neural tube closure is not known (Blom et al., 2006). Inmousemodels,
disruption of the genes encoding folic acid binding protein 1 (Folbp1)
or reduced folate carrier 1 (RFC1) causes NTD, (Gelineau-van Waes
et al., 2008; Piedrahita et al., 1999). In both cases, maternal
supplementation with folic acid rescues the defect, underscoring the
importance of efﬁcient transport of folates into cells for normal
development. Interestingly, disruption of the gene encoding methy-
lenetetrahydrofolate reductase, a key enzyme in folate metabolism,
does not result in the appearance of NTD (Chen et al., 2001). In
humans, it has been proposed that the etiological basis of NTD
responds to a multifactorial model in which both genetic and
environmental factors interact in a complex manner (Harris and
Juriloff, 2007; Zohn and Sarkar, 2008).
In some mouse models, the disruption of genes encoding
transcriptional regulators such as Pax3, Cart1 and Cited2 results in
the development of NTD that can be rescued by maternal folate
